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摘要 :【 目的】 马铃薯 甲 下 Leptinotarsa decemlineata 是 一 种 世界 性 检疫 害 吕 ,对 温度 胁迫 具 有 极 强 的 
适应 性 ,为 进一步 明确 其 对 温度 胁 连 适应 性 的 分 子 机 制 ,研究 了 热 激 蛋白 HSP60 在 马 铃 著 甲虫 温 
度 胁迫 应 答 过 程 中 的 作用 。【 方 法 】 采 用 RT-PCR 及 RACE 技术 克隆 马 铃 著 甲 虫 热 激 蛋 白 HSP60 
基因 的 cDNA 全 长 序列 ;利用 生物 信息 学 软件 分 析 该 基因 及 其 编码 蛋白 质 的 序列 特性 ;运用 实时 英 
光 定 量 PCR 技术 分 析 该 基因 在 温度 胁迫 下 的 表达 模式 。【 结 果 】 克 隆 得 到 马 铃 著 甲虫 热 激 蛋白 
HSP60 基因 ,命名 为 Ld-HSP60( GenBank 登录 号 : KC556801) ,其 cDNA 全 长 234 bp, 开 放 阅 读 框 
(ORF) 长 1731 bp, 2825 576 个 氨基 酸 ,相对 分 子 量 约 为 61.27 kD ,理论 等 电 点 为 $.51,5' 端 非 翻 译 
EF (UTR) 长 101 bp,3'UTR 长 402 bpo AREI] PAA HSP60 家 族 典 型 的 特征 序列 。 实 时 荧光 
定量 PCR 结果 表明 ,低温 胁迫 ( -10 和 0%C) 下 未 检测 到 马 铃 莫 甲虫 肉 雄 成 虫 中 Ld-HSP60 的 诱导 
表达 ;高 温 胁 连 (38 和 44% ) EAT E PRAEC kE k Ld-HSP60 上 调 表 达 , 随 着 胁 连 温度 的 升 高 Ld- 
HSP60 表达 量 呈 现 先 升 高 后 降低 的 趋势 ,38% 高 温 胁迫 下 表达 量 最 高 ,胁迫 时 间 越 长 L4-HSP60 表 
达 量 也 越 高 。【 结论 ] 相 比 其 他 热 激 蛋白 ,HSP60 对 温度 敏感 性 较 低 ,推测 HSP60 可 能 在 马 铃 莫 甲 
忠雄 成 虫 抵 御 高 温 胁 连 中 发 挥 作用 。 

关键 词 : 马 铃 著 甲虫 ; 热 激 蛋白 ; HSP60; 基因 克隆 ; 温度 胁 连 ; 实时 荧光 定量 PCR 
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Cloning and sequence analysis of heat shock protein gene Ld-HSP60 in 
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Abstract: [ Aim] As one of international major quarantine pests, the Colorado potato beetle, Leptinotars 
decemlineata, has strong resistance to temperature stress. The study aims to better understand the 
molecular mechanism of resistance to temperature stress in L. decemlineata by determining the role of heat 
shock protein HSP60 in response to temperature stress in this beetle. [ Methods] The full-length cDNA 
encoding HSP60 from L. decemlineata was cloned by RT-PCR and RACE technologies. Bioinformatics 


programs were used to analyze the sequence characteristics of the gene and amino acid sequence. The 
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mRNA expression levels of the gene in L. decemlineata under cold and heat stress conditions were 
detected by real-time PCR. [Results] The complete cDNA of the gene encoding heat shock protein 
HSP60 was obtained from L. decemlineata, and named Ld-HSP60 with the GenBank accession no. of 
KC556801. The complete cDNA (2 234 bp) is comprised of a 101 bp 5' untranslated region ( UTR) , a 
402 bp 3' UTR, and a 1 731 bp open reading frame ( ORF). The ORF of Ld-HSP60 encodes a protein of 
576 amino acids, with the molecular weight of 61. 27 kD and the theoretical pI of 5. 51. The mature 
amino acid sequence contains the classical signature sequences of HSP60 family. The real-time PCR 
results showed that low temperature stress ( — 10 and 0Y ) did not induce the expression of Ld-HSP60 in 
male and female adults of L. decemlineata; however, high temperature stress (38 and 44°C ) induced the 
up-regulated expression of Ld-HSP60 in male adults, and the expression trend of Ld-HSP60 rose first and 
then fell with the increasing temperature. The expression level of Ld-HSP60 reached the maximum at 
38% , and the longer the stress time the higher the expression level. [ Conclusion] HSP60 is less 
sensitive to temperature than other heat shock proteins, and it is inferred that HSP60 may play a role in 
resistance to high temperature stress in male adults of L. decemlineata. 
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ISTE FH IR Leptinotarsa decemlineata ( Say ) 是 
际 公认 的 毁灭 性 检疫 害虫 ,也 是 我 国 重 要 外 来 入 侵 
物种 和 对 外 重大 检疫 对 象 之 一 。 该 虫 原 产 于 墨西哥 
( Alyokhin, 2009) , 自 1993 年 传人 我 国 新 疆 后 ,10 
多 年 来 疫 区 面积 扩大 了 数 百倍 , 距 与 甘肃 交界 的 星 
星 峡 仅 600 km,2014 年 又 侵入 黑龙 江 省 东北 部 分 河 
市 ,和 东 宁 县 和 虎 林 市 ,直接 威胁 全 国 马 铃 昔 主 产 区 生 
产 安全 ( 王 俊 等 , 2008; 赵 星 民 和 秦 海 玲 , 2016 ) 。 
有 研究 表明 ,温度 是 影响 昆虫 生长 发 育 和 分 布 扩散 
的 关键 因子 之 一 (Damos and Savopoulou-Soultani , 
2012; Stratman et al., 2014) , Hj 45 ZE FH R ELA 4R v 
的 耐寒 性 和 耐 高 温 能 力 ,其 可 能 进化 出 某 种 对 极端 
温度 环境 的 适应 性 机 制 。 在 全 球 气候 变 暖 的 趋势 
下 ,研究 昆虫 对 温度 胁迫 的 适应 过 程 .应 激 反应 特征 
和 调控 机 制 对 昆虫 的 科学 防治 具有 重要 意义 。 

目前 已 基本 明确 了 马 铃 车 甲虫 生长 发 育 与 温度 
之 间 的 关系 ,该 虫 在 欧洲 和 美洲 的 最 适 发 育 温度 范 
围 为 20 ~33°C ( Kaitazov, 1964; Ferro et al., 1985) , 
而 我 国 新 疆 地 区 种 群 的 最 适 发 育 温度 范围 为 23 ~ 
27% (洪波 等 , 2009; 周 昭 旭 等 , 2010 ) 。 针 对 马 铃 
车 甲虫 高 温 抗 性 方面 ,国外 在 20 世纪 开展 了 系列 研 
究 , 当 温度 超过 33 时 ,其 死亡 率 才 开 始 逐 渐 增 加 
( Logan et al., 1985) ,以 4 龄 幼虫 和 成 虫 的 高 温 抗 性 
最 强 , 在 50% 条 件 下 成 虫 达到 5096 死亡 率 (LTs ) 的 
时 间 为 1 ~2 h (Tilavov, 1969) ;而 在 我 国 新 疆 地 区 
种 群 的 耐 热 性 相对 较 差 ,50%C 条件 下 处 理 成 虫 20 ~ 
25 min 的 死亡 率 就 达 100% ( 张 智 等 , 2010) 。 而 在 






















































































T 






































同 地 区 过 冷却 点 存在 很 大 差异 ,俄罗斯 种 群 过 冷却 
点 在 -6.15 ~ -5.70 ,加 拿 大 种 群 平均 过 冷却 点 为 
-8.8C ,而 我 国 新 疆 种 群 的 过 冷却 点 为 -7.89 + 
0. 07*C ( Minder and Chesnek, 1970; Gilles and Warren, 
1996; 张 云 慧 等 , 2012 ) 。 

从 分 子 水 平 上 对 马 铃 草 甲虫 温度 适应 性 机 理 的 
人 研究 较 少 , 热 激 蛋白 (heat shock protein, HSP) 诱导 
表达 是 目前 研究 最 多 也 是 被 认为 与 生物 耐 热 性 关系 
最 密切 的 因素 。 热 激 蛋 白 是 生物 受到 外 界 应 激 刺 激 
后 表达 的 和 蛋白质 ,其 作为 分 子 伴 侣 协助 细胞 多 肽 或 
蛋白 质 正确 转运 、 折 车 和 装配 ,对 维持 细胞 生存 和 内 
环境 稳定 起 着 重要 的 作用 (Feder and Hofmann, 
1999; Arya et al., 2007) 。 热 激 和 蛋白 在 进化 上 高 度 
保守 ,在 整个 生物 界 中 普遍 存在 ,基于 和 蛋白质 分 子 量 
和 序列 同 源 性 可 分 为 6 个 家 族 : HSP100, HSP90, 
HSP70, HSP60, HSP40 和 小 分 子 HSP (Sørensen et 
al., 2003; Arya et al., 2007) , HSP60 是 热 激 蛋白 家 
族 的 重要 成 员 之 一 , 它 参 与 了 许多 生物 的 热 应 激 反 
应 。 大 量 研究 表明 ,在 温度 胁迫 条 件 下 热 激 蛋白 的 
表达 量 存在 明显 的 变化 。HSP60 在 轮 虫 Brachionus 
manjavacas Tj] 34v lE p Xe na B] ( Smith et al., 2012) , 
高 水 温 下 其 上 调 表 达 与 珊瑚 Seriatopora hystrix, 
Montipora monasteriata 和 Acropora. echinata 白化 有 关 
(Seveso et al., 2014) 。 通 过 检测 鸡 和 鸭 在 高 温 胁迫 
下 不 同 组 织 和 胚胎 发 育 不 同时 期 HSP60 的 表达 量 ， 
证 明 其 参与 胚胎 发 育 和 热 胁迫 应 答 ( Wang et al., 
2012; Al-Zghoul et al., 2015) 。 此 外 ,近年 来 研究 证 






























































抗 寒 性 研究 方面 ,马铃薯 甲虫 越冬 成 虫 不 同时 间 A 


实 HSP60 在 重金 属 (Zhu et al., 2013; Jiang et al., 
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2016) AHLY (Singh et al., 2009) , & [E (Li et al., 
2014) 和 高 盐 (Seveso et al., 2013) 等 环境 胁迫 应 答 
和 免疫 过 程 中 也 发 挥 重要 的 作用 (Xu et al., 2011). 
在 昆虫 中 ,关于 热 激 蛋白 的 研究 主要 集中 在 HSP90 
和 HSP70 ,HSP60 在 昆虫 热 应 激 反 应 中 的 表达 特点 
及 功能 的 研究 报道 较 少 。 我 们 之 前 已 经 研究 了 马 铃 
AH ri, 8SP90 在 高 温和 低温 胁迫 下 的 表达 特点 (将 
健 等 , 2013 ) ,在 此 基础 上 本 研究 利用 生物 信息 学 手 
段 结合 RT-PCR 及 RACE 技术 克隆 了 马铃薯 甲 虫 热 
激 和 蛋白 基因 HSPO0 ,并 利用 实时 荧光 定量 PCR 技术 
检测 了 高 温和 低温 胁迫 条 件 下 马 铃 莫 甲虫 雌雄 成 虫 














Ex Taq™ ( Perfect Real Time) 均 购 自 TaKaRa 公司 ; 
胶 回收 试剂 盒 (E. Z. N. A. " Gel Extraction Kit) 购 自 
OMEGA 公司 ; 克隆 载体 PEASY-T1、 感 受 态 细胞 
Transl1-T1 和 DNA marker 均 购 自 Transgene 公司 。 
引物 合成 与 测序 由 北京 三 博 远 志 生 物 技 术 有 限 责任 
公司 完成 。 

1.3 马铃薯 甲虫 HSP60 基因 全 长 cDNA 的 克隆 及 
序列 分 析 

1.3.1 总 RNA 的 提取 及 cDNA 第 1 链 的 合成 : 采 
用 Trizol 法 提取 供 试 昆虫 总 RNA ,结合 微量 紫外 分 
光 光 度 仪 (NanoDrop ND-1000, USA ) 和 琼脂 糖 凝 胶 














体内 HSP60 的 表达 差异 ,初步 分 析 HSP60 在 温度 胁 
迫 下 的 表达 特点 及 其 与 温度 耐 受 性 之 间 的 关系 , 探 
讨 可 能 的 作用 机 制 ,进而 为 了 解 马 铃 暮 甲虫 对 温度 
适应 性 及 扩张 机 制 提供 理论 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

LAS E FH R Leptinotarsa decemlineata ( 雌雄 成 
虫 ) 采 自 新 疆 农业 科学 院 植物 保护 研究 所 安宁 渠 试 
Jo XEM C po EIAS H1 (87228 28" E, 43°577"N)。 供 
试 马 铃 昔 甲虫 在 实验 室 自然 环境 下 ,用 新 鲜 马 铃 曹 
Solanum tuberosum 叶片 饲养 于 养 虫 盒 内 。 马 铃 昔 品 
种 为 紫花 白 ,全 生育 期 不 施用 任何 农药 。 
1.2 主要 试剂 

总 RNA 提取 试剂 TRIzol 和 M-MLV Reverse 
Transcriptase 均 购 自 Invitrogen 7x F]; 3' Full RACE 
Core Set Ver. 2. 0 Kit, dNTP, Taq 酶 和 SYBR Premix 





















































BUE UU E RNA 的 质量 和 浓度 。 在 反 转 录 酶 M- 
MLV 的 作用 下 合成 cDNA 第 1 链 , 具 体操 作 步 又 按 
照 试 剂 盒 说 明 书 进行 。 

1.3.2  HSP60 基因 片段 的 筛选 及 克隆 验证 :在 
NCBI 数据 库 中 筛选 得 到 一 个 马 铃 蓝 甲 虫 HSPOO 基 
因 片 段 ( GenBank 登录 号 : EB759692), 。 利 用 Primer3 
(http ;//frodo. wi. mit. edu/) 在 线 软件 设计 特异 性 引 
物 ( 表 1), 以 反 转 录 的 cDNA 第 1 链 为 模版 进行 
PCR 扩 增 ,PCR 反应 体系 为 30 pL: 超 纯 水 20.3 uL, 
5 x Go Taq PCR buffer 6 nL, dNTP Mix(10 mmol/L) 
1.5 pL, 上 下 游 引物 (10 jumol/L) 4& 0.5 uL, Go Taq 
DNA Polymerase(5 U/uL)0.2 kL, 模板 (cDNA 第 1 
链 )1 RL。 反 应 条 件 :95% 预 变 性 5 min; 然 后 95%C 
变性 30 s,55% 退火 30 s,72"C 延伸 30 s, 共 35 个 
循环 ;最 后 72% 延伸 10 min。 回 收 目的 片段 后 连 
接 到 pEASY-TI. 载体 中 ,转化 至 Transl-Tl 感受 态 
细胞 ,挑选 阳性 克隆 测序 , 验证 预测 序列 的 正 
确 性 。 


























表 1 本 研究 所 用 引物 序列 
Table 1 Primers used in the study 


引物 名 称 


Primer name 


引物 序列 (5' -37) 


Primer sequences 


引物 功能 


Functions of primers 





























H60F1 TCTACGCAAAGCTCAGCAAA HSP60 基因 片段 扩 增 
H60R1 CCGGCTTCTTCATTTGTGTT Amplification of HSP60 gene fragment 
H60F2 GGGGTTGATATTCTTGCT HSP60 基因 3'RACE 扩 增 
































H60F3 TTTCCGATTTGGCACACA 3'RACE of HSP60 gene 
H60F4 ATGTATCGACTACCTATTGCTGTTCGGTCATTA ORF 扩 增 
H60R4 TTACATCATTCCACCCATTCCGCCCATGCCTCC Amplification of ORF 
FQ TGGTGAAGCTTTGACGACAC 实时 严 光 定量 PCR 
RQ TCGGTCAAAGTTGCCTTTCT Real-time PCR 
GADPH-F GATTCCACTCACGGACGATT 
GADPH-R CATATTTGCCCCAAGGAATG 内 参 基 因 扩 增 
TUB-F CTGCCTCTTTGAGGTTCGAC Amplification of the reference gene 
TUB-R TTACTGGGGCGTAAGTGACC 
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1.3.3 RACE 扩 增 :根据 上 述 已 验证 的 HSP60 基因 
片段 序列 ,设计 特异 性 引物 ( 表 1) ,进行 3'RACE, 具 
体 步 又 按照 试剂 盒 说 明 书 进行 。 扩 增产 物 克 隆 测序 
2p] 1.3.2 节 。 

1.3.4 序列 分 析 : 利用 DNAMAN 软件 将 得 到 的 
HSP60 cDNA 片段 进行 拼接 ,以 获得 全 长 cDNA F 
列 。 利 用 Compute pL/Mw tool ( http;//web. expasy. 
org/ compute. pi/) 预测 蛋白 质 一 级 结构 ,利用 在 线 工 
JH. Biology WorkBench ( http://workbench. sdsc. 
edu/) 获得 基因 开放 阅读 框 。 应 用 NCBI Blast 工具 
进行 序列 比 对 分 析 。 应 用 SWISS-MODEL ( http :// 
swissmodel. expasy. org/ ) 进行 蛋白 三 维 结构 的 预测 ， 
JH PyMOL 软件 对 三 维 结构 进行 编辑 与 输出 。 

1.4 ”马铃薯 甲虫 HSP60 基因 在 温度 胁迫 下 的 表达 
1.4.1 供 试 昆虫 的 处 理 :将 马 铃 荔 甲虫 峻 雄 成 虫 在 
低温 ( — 10 和 0%C) 及 高 温 (38 I 447€ ) 分 别处 理 1 
和 4 h。 每 个 温度 处 理 都 重复 3 次 ,每 个 重复 处 理 
10 头马 铃 暮 甲 忠 。 处 理 完成 后 ,将 每 个 处 理 的 单 头 
马铃薯 甲 虫 迅速 解剖 成 厚度 不 超过 0.5 em 的 小 块 ， 
浸入 含 RNA 组 织 样品 保存 液 (RNAlater) 的 0.5 mL 
离心 管 中 ,并 置 于 4% 过 夜 ,第 2 天 取出 后 于 -80Y 
冰箱 保存 备用 。 以 室温 (25Y ) 下 饲养 的 马铃薯 甲 
虫 作 为 对 照 。 

1.4.2. 总 RNA 的 提取 及 cDNA 第 1 链 的 合成 : 利 
用 TRIzol 法 提取 1.4.1 节 处 理 试 虫 的 总 RNA ,将 总 
RNA 样品 定量 至 1 kg, 在 反 转 录 酶 M-MLV 作用 下 
合成 cDNA 第 1 链 。 

1.4.3 内 参 基因 的 筛选 及 引物 设计 :得 选 GADPH 
和 7TUB 为 内 参 基因 , 取 其 几何 平均 数 来 校正 定量 结 
果 , 内 参 基 因 扩 增 引 物 分 别 为 GADPH-F 和 GADPH- 
R 以 及 TUB-F 和 TUB-R( 表 1) ;根据 本 试验 克隆 得 
到 的 目的 基因 cDNA 序列 ,设计 并 筛选 出 实时 荧光 
定量 PCR 引物 FQ 和 RQ( 表 1)。 

1.4.4 标准 曲线 的 制作 :将 cDNA 样品 5 倍 梯度 稀 
释 后 作为 模板 制作 标准 曲线 。 实 时 获 光 定量 PCR 
反应 使 用 荧光 染料 SYBR Green I 在 ABI 7500 Fast 
Real-Time PCR 仪 上 进行 。 反 应 条 件 :95Y 预 变性 
30 s; 然 后 95% 变性 3 s,60% 退火 与 延伸 30 s, 共 40 
个 循环 ;最 后 在 60 ~95% 之 间 探 测 产物 的 溶解 曲线 
以 检测 引物 的 质量 。 

1.4.5 马铃薯 甲 虫 HSP60 基因 表达 量 的 检测 :将 
1.4.2 节 合 成 的 cDNA 稀释 10 倍 作为 模板 进行 实 
时 荧光 定量 PCR 检测 。 每 个 样品 重复 测定 3 K, 
取 平 均值 为 该 处 理 的 C, 值 。 采 用 2 “法 来 计算 
















































































马铃薯 甲虫 HSP60 基因 的 相对 表达 量 , 计 算 公 式 
如 下 : 

马铃薯 甲虫 HSP60 基因 相对 表达 量 =2 ^^"; 

AACt=AcCct( 处 理 组 ) - ACt( 对照 组 ) ; 

AcCt = 马铃薯 甲虫 HSP60 基因 平均 Ct - 内 参 
基因 平均 Ct; 

内 参 基 因 平 均 Ct = VCt(GADPH) xCtCTUB) 。 
1.5 数据 分 析 

所 用 数据 处 理 软件 为 [BM SPSS Statistics 20 , 对 
不 同 温度 处 理 样 品 中 马铃薯 甲虫 HSP60 基因 相对 
表达 量 的 差异 进行 显著 性 方差 分 析 采 用 LSD 法 ;不 
同 处 理 时 间 之 间 的 基因 相对 表达 量 差异 显著 性 分 析 
采用 独立 样本 1 检验 ;显著 性 水 平均 为 P<0.05。 
































2 结果 


2.1 马铃薯 甲虫 HSP60 基因 全 长 cDNA 序列 的 
克隆 

根据 生物 信息 学 分 析 , 在 NCBI 数据 库 中 筛选 
得 到 一 个 马铃薯 甲虫 HSP60 基因 片段 (图 1: A), 
进而 设计 特异 性 引物 H60F2 ,进行 3 RACE 扩 增 ， 
获得 一 段 长 度 为 1 004 bp 的 3' 端 部 分 序列 (图 1: 
B) 。 在 此 基础 上 又 设计 特异 性 引物 H60F3 , £17 3' 
RACE 扩 增 ,获得 一 段 长 度 为 1 118 bp 的 3' 端 全 长 
序列 (图 1: C)。 最 后 ,利用 DNAMAN 软件 将 所 有 
得 到 的 片段 序列 进行 拼接 ,获得 长 度 为 2 234 bp 的 
全 长 cDNA 序列 ,以 H60F4 和 H60R4 引物 扩 增 得 到 
1731 bp 全 长 ORF( 图 1: D)。 该 全 长 cDNA 序列 
5' 端 非 翻译 区 (UTR) 长 101 bp,3' UTR 长 402 bp ,将 
其 命名 为 Ld-HSP60( GenBank 登录 号 : KC556801) 。 
2.2 Ld-HSP60 序列 分 析 

Ld-HSP60 完整 的 开放 阅读 框 编码 576 个 氨基 
酸 ,预测 其 相对 分 子 量 为 61. 27 kD, 理论 等 电 点 为 
5.51。 推 导 的 氨基 酸 序列 中 第 54 - 59 位 氨基 酸 
( TMGPKG) 和 第 76 -82 位 氨基 酸 (DCVTVAK) 为 2 
个 ATP/ADP 结合 位 点 ;第 109 - 119 fy x AER? 
( AGDGTTTATVL) X Mg?* 结合 部 位 ;第 215 - 217 
位 氨基 酸 ( EGMKFDRGYISPY ) 为 底 物 结合 位 点 ,第 
427 -441 位 氨基 酸 (ATRAAVEEGIVPGGG ) 为 经 典 
的 线粒体 定位 HSP60 特征 序列 ;第 561 -575 MA 
基 酸 (GGMGGMGGMGGMGCGM ) 为 一 个 高 度 保守 的 
C- 末 端 GGM 重复 序列 (图 2), 这 些 序列 特点 为 
HSP60 家 族 和 蛋白 典型 的 序列 特征 ,证 明 Ld-HSP60 
为 定位 于 线粒体 的 热 激 蛋白 家 族 HSP60 的 一 员 。 
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图 1 马 铃 世 甲虫 Ld4-HSP60 RT-PCR 和 3 RACE 产物 


Fig. 1 The RT-PCR and 3' RACE products of HSP60 from Leptinotarsa decemlineata 
A: Ld-HSP60 小 片段 PCR 扩 增 PCR of Ld-HSP60 fragment; B, C; 3' RACE; D; Ld-HSP60 全 长 ORF 扩 增 Amplification of full-length ORF of Ld- 


HSP60. M1, M2: 100 bp ladder; M3, M4: DI2000; 1 -4: PCR 产物 PCR products. 


































FoHSP60 MFRLPTVLR.SVALROVSQ.. ARGYAKDVRFGPEVRALMLOGVDILADAVA MGPKGQRNVILEQSWGSPKITH 85 
CsHSP60 MLRLPRVVROAVSLHKSHQF. SRFYAKDVRFGADVRALMLOGVDVLADAVA! MGPKGQRNVILEQSWGSPKITH 87 
MaHSP60 MFRLPTTVR.NLALRKVHOIGOVERWYAKDVREGPEVRALMLOGVDILADAVA MGPKGQRNVIIEQSWGSPKITH 89 
LdHSP60 MYRLPIAVR.SLSLRKAOQISHVORWYAKDVREGSEVRALMLOGVDILADAVA MGPKQRNVIIEQSWGSPKITH 89 
Domain E 4m|mi» Domain | 
FoHSP60 FONIGARLVODVANNTNEEAGDGTTTATVLARAIAKEGFEKISTGANPIEVRKGVMLAVDAIIEHLKSLBSKPVTTPEEIAOVATISANGD 175 
CsHSP60 FONIGAKLVONVANSTNEEAGDGTTTATVLARAIAKEGFEKISKGANPIEIRRGVMMAVDAVKDKLKSI IKPVTTPEEIAQVATISANGD ITA 
MaHSP60 FONIGARLVODVANNTNEEAGDGTTTATVLARSIAKEGFENLGKGANPVEIRKGIMLAVEKITETLKTLSKPVTTPEEICOVATISANGD 179 
LdHSP60 FONIGARLVODVANNTNEEAGDGTTTATVLARSIAKEGFDNLGKGANPVEIRKGIMLAVEKITETLKTLBSKPVTTPEEICOVATISANGD 179 
Domain! «m= Domain A 
FoHSP60 RKIGDLISNAMKKVGKEGVITVKDGKTLHDELEVIEGMKFDRGYISPYFINTAKGAKVEFODCLVLFSEKKISSIQSIIPALELANTLRK 265 
CsHSP60 TAIGKLIADAMKRVGRDGVITVKDGKTLTDELEVIEHGMKFDRGYISPYFINSSKGAKVEFODALVLFSEKKISNVQOTIIPALELANOORK 267 
MaHSP60 NSVGNLIADAMKKVGKEGVITVKDGKTLNDELEIIFIGMKFDRGYISPYFVNTTKGAKVEYODALVLFSEKKISSVOSIVPALELANAORK 269 
LdHSP60 TSVGNLIADAMKRVGKEGVITVKDGKTLIDGLEVIEGMKFDRGYISPYFVNTTKGAKVEYODALILLSEKKISSVOSIVPALELANAORK 269 
FoHSP60 PLVIVAEDVDGEALSTLVVNRLKIGLOQVAAVKAPGFGDNRKATLODMAVATGGIVFEGDEGNPVKLEDITKEDLGVVGECLITKDDTLLLK aH. 
CsHSP60 PLVIVAEDVDGEALSTLVVNRLKIGLOVAAVKAPGFGENRKSTLSDMAIATGGVVEGDDANLIKLEDVOPSDLGOVGEVVITKDDTLFLK 457 
MaHSP60 PLIIIAEDVDGEALTTLVVNRLRIGLOVAAVKAPGFGDNRKATLTDMAIATGGIIFGDDANIVKLEDVKLSDLGOIGEIVITKDDTLLLK 359 
LdHSP60 PLIIIAEDVDGEALTTLVVNRLRIGLOVAAVKAPGFGDNRKATLTDMAIATGGIVEGDDANIVKLEDIKLSDLGOIGEIAITKDDTLLLK 355 
Domain A 4m|m) Domain | Domain | 4m|m) Domain E 

FoHSP60 GKGKKADIDRRSDOIRDOIENTTSEYEKEKLOERLARLAS: AVLRVGGSSEVEVNEKKDRVNDALCATRAAVEE: PGGGTALLRCIT 445 
CsHSP60 GKGKKTDIDRRAEQIRDQIOETTSEYEKEKLOERLARLAS: AVLHVGGSSEVEVNEKKDRVNDALNATRAAVEE! PGGGSALLRCIP 447 
MaHSP60 GKGKKEDIDRRAEOIRDOIETTTSEYEKEKLOERLARLAS: AVLKVGGSSEVEVNEKKDRVTDALNATRAAVEE: AGGGTALLRCTK 449 
LdHSP60 GKGKKEDIDRRSEQIRDOIESTTSEYEREKLOERLARLAS: 'AVLKVGGSSEVEVNEKKDRVNDALNATRAAVEE VPGGGTALLRCTG 449 
FoHSP60 SLDSLSLANNDOKTGVNIVRKALROPCMOIAMNAGVEASVIVSKVEEGKGDMGYDALNNEFVNMIEKGIIDPTKVVRTALTDAAGVASLL 525 
CsHSP60 VLEOLSTSNADQATGVEIIKKALRMPCMTIARNAGIDGSVVVAKVEDLGPEFGYDALNNEYVNMIEKGIIDPTKVVRTALTDASGVASLL 537 
MaHSP60 SLEAIKPVNNDOAIGIEIVKRALKVPCMTIAKNAGVDGASVVAKVEOODGDYGYDALNNEYVNMFERGIIDPTKVVRTAIIDASGVASLL 539 
LdHSP60 SLDSIKPANNDQAIGIEIVKRALKVPCMTIAKNAGVDGAAVVAKVEOOEGDYGFDALNNEYVHMFERGIIDPTKVVRTAIVDASGVASLL 539 
FoHSP60 TTAEAVVTELPKEDSPAGG.MGGMGGMGGMGGMGGMGGMG 574 

TTAEAVICEIPOEKEPNP..MAGMGGMGGMGGMGGMM... 272 

IFITIAEAVITEIPKEEPPIPT..... GGMGGMGGMGGMM . 571 
LdHSP60 TTAEAVITEIPKEEPAVPSGMGGMGGMGGMGGMGGMM... 576 


Fig. 2 Amino acid sequence alignment of HSP60 proteins from Leptinotarsa decemlineata and other insects 




















图 2 马铃薯 甲 虫 与 其 他 昆虫 HSP60 氨基 酸 序列 比 对 














HSP60 蛋白 来 源 及 GenBank 登录 号 Origin of HSP proteins and their GenBank accession numbers; FoHSP60; 西 花 葡 马 Frankliniella occidentalis , 
AFN65687. 1; CsHSP60; — Lili Chilo suppressalis, ACTS2824. 1; MaHSP60; 松 墨 天 牛 Monochamus alternatus, APO36903. 1; Ld-HSP60; 马铃薯 


甲虫 Leptinotarsa decemlineata, AHB18586. 1. 方 框 示 ATP 结合 位 点 ; 单 下 划 线 示 Me? 结合 部 位 ; 箭头 示 底 物 结合 位 点 ; 双 下 划 线 示 经 典 的 线 











粒 体 定位 HSP60 序列 ; 虚 下 划 线 示 C- 未 端 高 度 保 守 的 GGM 重复 序列 ; 粗 箭 头 示 HSP60 蛋白 



































其 的 3 个 结构 域 : 顶部 域 (A) , 赤道 域 (E) 和 中 


间 域 (IT) ATP binding domains are illustrated in black boxes. Mg?* binding domain is marked with single line. Substrate-binding site is marked with 


arrow line. A classical mitochondrial HSP60 signature is double-lined. Conserved GGM repeats at the C-terminal end are indicated as dotted line. The 


thick arrows indicate the three domains in each subunit of HSP60 : the apical domain ( A) , the equatorial domain ( E) , and the intermediate domain ( I). 


推导 的 氨基酸 序列 在 NCBI 进行 BlastP, + PDB 
数据 库 进 行 比 对 ,选择 人 Homo sapiens 的 HSP60 A 











种 的 三 维 结构 高 度 相 似 , 该 模型 显示 马 铃 昔 甲 虫 
Ld-HSP60 蛋白 含有 3 个 结构 域 ,分 别 为 项 端 域 . 赤 





LT 


链 为 模板 (PDB accession; 4PJ1.. A) ,利用 SWISS- 道 域 和 中 间 域 


。 赤 道 域 包含 ATP 和 Mg" 结合 部 





MODL TRÆR, 预测 了 马铃薯 甲虫 的 Ld-HSP60 蛋 ”位 ,顶部 域 包含 底 物 结合 部 位 (图 3)。 


白 的 三 维 结构 ,预测 的 蛋白 三 维 结构 与 已 知 其 他 物 
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2.3 不 同 温度 胁迫 下 Ld-HSP60 mRNA 的 相对 表 
达 


Wo 


用 特异 性 引物 对 FQ/RQ, GADPH-F/GADPH-R 
fil TUB-F/TUB-R 分 别 扩 增 Ld-HSP60, GADPH 和 
TUB ,获得 长 度 分 别 为 108, 124 和 111 bp 的 定量 
段 。 倍 比 稀释 的 cDNA 样品 作为 模板 ,进行 实时 迈 
光 定 量 PCR 后 ,绘制 每 个 基因 的 标准 曲线 ,发 现 浓 
度 每 降低 5 倍 ,相应 的 Ct 值 就 增加 2 ~3 次 循环 ,得 
到 引物 的 相关 参数 如 表 2 所 示 , 各 引物 的 扩 增 效率 
在 104. 188% ~ 105.113% 之 间 , 且 其 相关 系数 R 
均 大 于 0.99。 采 集 诡 光 信号 进行 溶解 曲线 分 析 , 结 
果 发 现 都 只 出 现 单一 的 信号 峰 ,说 明 没 有 非特 异性 
扩 增 。 

选择 -10, 0, 25, 38 和 44% 这 5 个 温度 梯度 ， 
分 别处 理 1 和 4 Ph ,检测 马铃薯 甲 虫 雌 雄 成 虫 体 内 























图 3 马铃薯 甲虫 HSP60 和 蛋 


Fig. 3 Deduced three-dimensional structure of HSP60 of Leptinotarsa decemlineata 
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白 亚 基 的 三 维 结构 预测 








Ld-HSP60 的 相对 表达 量 。 不 同 温度 胁迫 下 ,1 h 处 
理 后 马 铃 草 甲 虫 肉 成 虫 体内 Ld-HSP60. 的 相对 表达 
量 与 对 照 (25%C ) 相 比 均 无 显著 差异 ,4 h 处 理 后 与 
对 照相 比 表 达 量 虽 略 有 升 高 ,但 也 无 显著 性 差异 ,可 
见 无 论 是 低温 还 是 高 温 胁迫 对 马 铃 昔 甲 虫 雌 成 虫 体 
内 Ld-HSP60 的 表达 均 没有 明显 的 诱导 作用 (图 4: 
B) 。 马 铃 昔 甲 虫 雄 成 虫 在 低温 胁迫 不 同时 间 后 ,与 
对 照 (25Y ) 相 比 体内 Ld-HSP60. 表达 量 无 显著 变 
化 ;在 高 温 胁 迫 下 ,无 论 1 h 还 是 4h 处 理 , 随 着 胁迫 
温度 的 升 高 L4-8SP60 都 呈现 出 先 升 高 后 降低 的 趋 
势 ,38% 时 表达 量 达 到 最 高 。 另 外 ,38% 高 温 胁迫 
下 ,胁迫 时 间 越 长 表达 量 越 高 ,4 h 胁迫 后 Ld-HSP60 
的 相对 表达 量 是 1 h 胁迫 后 的 2.8 倍 ,为 显著 性 差 
异 (P<0.05)( 图 4: A), 
































R2 马铃薯 甲 虫 目 的 基因 与 内 参 基因 引物 扩 增 参数 


Table 2 Parameters derived from real-time PCR analysis of target and reference genes in Leptinotarsa decemlineata 
































BEZ K 基因 产物 斜率 相关 系数 RR 扩 增 效率 ( % ) 
Gene name Gene product Slope Correlation coefficient Amplification efficiency 
Ld-HSP60 "v ned m -3.205 0.9993 105. 113 

BUE. uui d dues -3.220 0. 9984 104.414 

TUB c MERA -3.225 0. 9984 104. 188 


a-Tubulin 
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图 4 不 同 温度 和 处 理 不 同时 间 后 马铃薯 甲虫 雄 (A) 和 崔 (B) 成 虫 中 Ld-HSP60. 的 相对 表达 量 
Fig. 4 Relative expression levels of Ld-HSP60 in male ( A) and female ( B) adults of 


25(CK) 38 44 





Leptinotarsa decemlineata after exposure to different temperature stress for different time 











图 中 柱 高 数据 为 平均 值 + 标准 误 ; 柱 上 不 同 大 小 写字 母 分 别 表 示 处 理 4h 和 1h 时 不 同 温度 处 理 间 差异 显著 (P<0.05)(LSD 法 ) ; 星 号 表示 两 


个 处 理 时 间 之 间 差 异 显著 (P <0.05)( 独 立 样 本 1 检验 )。Data in the figure are mean + SE and different letters above bars indicate significant 


difference among different treatment temperatures for 4 h and 1 h, respectively (P <0.05)(LSD method). The asterisk indicates significant difference 





between the two treatment time ( P <0.05)(independent samples t-test) . 


3 讨论 与 结论 


3.1 马铃薯 甲虫 Id-ESP60 序列 分 析 

本 研究 通过 生物 信息 学 手段 结合 RT-PCR 和 
RACE 技术 ,首次 成 功 克 隆 得 到 一 个 马 铃 暮 甲 忠 
HSP60 基因 cDNA 全 长 序列 ,为 2234 bp 的 Ld- 
HSP60。 氨 基 酸 序列 的 分 析 表 明 , 序 列 中 含有 高 度 
保守 的 ATP 结合 位 点 ,具有 ATPase 活性 ,对 ATP H 
有 高 度 的 亲 和 性 ,承担 着 构象 转换 的 功能 ,与 HSP60 
分 子 伴侣 复合 物 的 形成 和 调节 底 物 蛋白 折 革 有关 
(Fenton et al., 1994; Brocchier and Karlin, 2000) , 
C- 端 含有 高 度 保 守 的 GGM 重复 序列 ,有 趣 的 是 相似 
的 重复 序列 也 存在 于 HSP70 中 ,CGM 重复 序列 提 
供 了 带 负 电 且 柔和 的 琉 水 性 界面 ,在 蛋白 折 硬 中 起 
着 至 关 重 要 的 作用 ,促进 了 蛋白 合成 中 间 体 的 重 间 
TIE Dr ( Tang et al., 2006 ) 。 线 粒 体 定位 HSP60 
特征 序列 也 高 度 保守 。 预 测 的 马铃薯 甲虫 Ld- 
HSP60 蛋白 三 维 结构 与 其 他 生物 高 度 相似 , 具 有 3 
个 结构 域 :包含 底 物 结合 部 位 的 顶端 域 (apical 
domain) 、 包 含 ATP 结合 部 位 的 赤道 域 (equatorial 
domain) 以 及 连接 顶端 域 和 赤道 域 的 中 间 域 
(intermediate domain) ( Horwich et al., 2007) , Jg 
杆菌 GroEL-GroES 系统 是 目前 研究 最 广泛 的 HSP60 
功能 模型 ,顶部 域 暴 露出 介 导 底 物 结合 的 玻 水 性 所 
基 酸 残 基 ,形成 一 个 出 口 连接 到 GroEL ^x f$ , GroES 
像 帽子 一 样 扣 在 GroEL 顶端 形成 一 个 空 腔 。GroEL 





























通过 周期 性 的 结合 和 释放 ATP. 改变 自 吴 构象 , 当 处 
于 非 活动 状态 时 ,HSP60 是 琉 水 状态 。 当 被 激活 后 ， 
中 间 域 发 生 构 象 改 变 ,顶部 域 暴 露出 亲 水 区 域 ,从 而 
确保 与 底 物 蛋白 质 的 结合 , 结合 后 的 蛋白 质 在 
GroEL 和 GroES 形成 的 空 腔 内 进行 快速 精确 折 革 ， 
整个 过 程 高 度 依 赖 于 ATP 水 解 偶 联 的 构象 改变 
( Hartl and Hayer-Hartl, 2009; Kim et al., 2013 ) 。 
根据 Ld-HSP60 氨基 酸 序列 中 包含 的 ATP/ADP, 
Mg * 结合 位 点 和 GGM 重复 序列 等 结构 特征 ,我 们 
可 以 确定 Ld-HSP60 保守 性 很 高 ,为 定位 于 线粒体 
的 HSP60 家 族 中 的 一 员 ,推测 本 试验 所 克隆 的 Ld- 
HSP60 与 其 他 生物 体 中 的 HSP60 基因 具有 相似 的 
功能 。 
3.2 马铃薯 甲虫 L4-HSP60 抗 低温 胁迫 的 功能 
分 析 

我 们 前 期 对 马铃薯 甲虫 的 抗 寒 性 测定 表明 其 成 
虫 和 卵 的 过 冷却 点 最 低 , 成虫 的 过 冷却 点 最 低 可 达 
到 -9.37%( 张 云 慧 等 , 2012) 。 因 此 ,本 研究 将 马 
铃 昔 甲虫 成 虫 在 0 和 - 10% 下 分 别 进行 低温 胁迫 ， 
研究 马铃薯 甲虫 体内 热 激 和 蛋白 的 变化 。 结 果 发 现 无 
论 胁迫 1 h 还 是 4 h 上 肉 成 虫 体内 Ld-HSP60 表达 量 均 
没有 明显 变化 , 雄 成 虫 体内 Ld-HSP60. 虽 有 升 高 但 
无 显著 差异 。 我 们 的 研究 结果 与 其 他 昆虫 低温 胁迫 
下 的 研究 结果 基本 一 致 , 旋 毛 虫 Trichinella spiralis 
(Wong et al., 2004), W 4 wj Cj Frankliniella 
occidentalis ( Wang et al., 2014; Lu et al., 2016) 、 黑 


Ww 
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2010) SEYI RERE Hu Liriomyza sativa FI PA K PE VF We 
Liriomyza huidobrensis ( Huang et al., 2007; Huang 
and Kang, 2007; Huang et al., 2009) 在 低温 诱导 胁 
迫 下 ,HSP60 表达 量 均 没 有 显著 变化 。 相 比 其 他 热 
WE A, HSP60 对 温度 敏感 性 较 低 (4 Wang et al., 
2014) , 且 在 正常 状态 下 表达 水 平 就 较 高 ,以 稳定 状 
态 存在 于 细胞 质 和 线粒体 基质 中 ;应 激 环境 中 ， 
HSP60 迅速 从 胞 质 中 转移 到 线粒体 基质 以 修复 变性 
蛋白 (Itoh et al., 2002) , 可 能 不 需要 诱导 上 调 表达 
就 可 以 满足 短期 低温 胁迫 下 的 细胞 损伤 保护 需求 。 
蒋 健 等 (2013 ) 研究 发 现 低温 (0 和 - 10Y ) 胁迫 后 
Ld-hsp90 的 表达 量 与 对 照 组 相 比 均 无 显著 性 变化 。 
我 们 推测 低温 胁迫 并 不 能 诱导 马 铃 车 甲虫 Ld- 
HSP60/90 的 上 调 表达 。 但 是 , 巡 有 研究 表明 -5C 
处 理 1.5 h 可 以 诱导 马铃薯 甲虫 体内 的 HSP70 和 蛋白 
表达 量 升 高 (Lyytinen et al., 2012) , - 10?C 处 理 2 h 
后 LdHSP70B 的 表达 量 显 著 升 高 ,而 LdHSP70A 升 
高 并 不 显 车 (Yocum, 2001) , 因此 马铃薯 甲虫 是 否 
还 存在 其 他 响应 低温 胁迫 的 保护 机 制 有 待 进一步 
研究 。 
3.3 马 铃 昔 甲虫 Ld-HSP60 抗 高 温 胁迫 的 功能 
分 析 

马铃薯 甲虫 雄 成 虫 在 高 温 胁迫 下 ,无 论处 理 1h 
还 是 4 上 , 随 着 胁迫 温度 的 升 高 Ld-HSP60 表达 量 都 
呈现 出 先 升 高 后 减低 的 趋势 ,38Y 时 表达 量 达 到 最 
大 ,44 忆 时 显著 降低 ,这 可 能 是 由 于 44% 高 温 对 机 
体 造 成 的 损伤 已 经 超出 了 HSP60 对 马 铃 昔 甲 虫 成 
虫 的 保护 能 力 ,导致 热 激 蛋白 自身 合成 受到 影响 ,这 
与 我 们 前 期 开展 的 新 疆 地 区 马 铃 莫 甲虫 发 育 与 温度 
关系 结果 相 吻 合 ,我 们 发 现 35 ~41% 温度 范围 内 ， 
马 铃 车 甲虫 死亡 率 随 时 间 的 延长 而 缓慢 增长 , 从 
44 避 开始 其 死亡 率 迅 速 提 高 ,48Y 处 理 1 h 就 全 部 
死亡 , 且 Ld-hsp90 表达 量 在 38*C 时 达到 最 高 ,44%C 
时 显著 下 降 ( 将 健 等 , 2013 ) ,说 明生 物 通过 上 调 热 
激 和 蛋白 等 相关 机 能 来 保护 细胞 损伤 的 能 力 是 有 限 
度 的 。 

在 本 研究 中 雌 成 虫 在 高 温 胁迫 下 Ld-HSP60 没 
有 诱导 上 调 表达 ,这 种 雌雄 虫 间 热 激 蛋白 表达 量 不 
同 的 现象 也 在 烟 粉 乔 Bemisia tabaci ( Lü et al., 
2011) 和 墨 腹 果 蝇 D. melanogaster (Sørensen et al., 
2007) 中 被 证 明 。 我 们 前 期 室内 模拟 高 温 胁迫 , 发 
现 马 铃 昔 甲虫 肉 虫 个 体高 温 耐 受 能 力 大 于 雄 虫 ( 张 
智 等 , 2010) , 而 且 马 铃 蓝 甲虫 瞧 成 虫 在 田间 的 扩散 
能 力 要 大 于 雄 虫 ,从 而 有 利于 躲避 不 良 环境 ( 李 超 




















































































































等 , 2014) ,说 明 在 响应 环境 胁迫 时 雌雄 虫 在 温度 胁 
迫 下 有 不 同 的 生存 策略 。 我 们 推测 这 主要 有 两 方面 
原因 ,一 方面 是 在 不 良 环境 下 雌 虫 必须 要 面 对 生 存 
与 生殖 力 之 间 的 权衡 ( Lii et al., 2014; Zhang et al., 
2016) ,而 热 激 蛋白 的 过 量 表 达 对 生物 生长 发 育 生 
存 和 繁殖 有 人 负面 影响 (Sgrensen et al., 2003), 53— 
方面 ,自然 界 在 一 种 昆虫 体内 是 几 种 热 激 蛋 白 协同 
发 挥 作用 的 ,例如 烟 粉 乱 肉 虫 的 耐 热 性 高 于 雄 虫 ,在 
高 温 胁 迫 时 ,其 雌 虫 体内 的 HSP23 和 HSP70 的 表达 
量 均 高 于 雄 虫 (Li et ww.，2011 ) 。 我 们 的 研究 结果 
提示 ,在 研究 昆虫 温度 胁迫 后 基因 表达 规律 时 要 考 
虑 到 雌雄 虫 的 胁迫 应 答 差 异 ,而 目前 国内 外 还 没有 
马 铃 昔 甲 虫 热 激 蛋白 在 雌雄 虫 之 间 的 表达 差异 比较 
的 相关 报道 。 我 们 还 需要 进一步 研究 其 他 种 类 热 激 
蛋白 在 马 铃 暮 甲虫 肉 雄 虫 之 间 的 表达 情况 ,同时 结 
合 种 群 适 合 度 人 研究 进一步 明确 马 铃 暮 甲虫 温度 胁迫 
与 种 群 增长 扩散 之 间 的 关系 。 

本 研究 成 功 克 隆 马 铃 昔 甲 虫 Ld-HSP60 基因 全 
K cDNA , 据 生物 信息 学 分 析 该 基因 编码 的 HSP60 
和 蛋白质 属于 线粒体 定位 的 热 激 蛋白 HSP60。 低 温 胁 
迫 未 观察 到 马 铃 昔 甲 虫 雌雄 成 虫 中 Ld-HSP60 的 显 
车 性 表达 变化 ,高 温 胁迫 可 以 诱导 马 铃 蔓 甲虫 雄 成 
虫 Ld-HSP60 显著 性 上 调 表 达 , 提 示 Ld-HSP60 对 低 
温 不 敏感 ,可 能 在 马铃薯 甲虫 雄 成 虫 抵御 高 温 胁 迫 
中 发 挥 作用 。 本 研究 结果 为 进一步 理解 马 铃 昔 甲 虫 
抗 温 度 胁 迫 能 力 及 温度 胁迫 后 种 群 动态 规律 提供 了 
分 子 基础 。 
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